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A atropina é um alcaloide conhecido pela inibição da acetilcolina e como substância 
antimuscarínica e está presente em folhas de algumas espécies da família 
Solanaceae, e, em especial, da Atropa belladonna L. A importância da produção de 
fitoterápicos na indústria farmacêutica tem impulsionado estudos científicos no sentido 
de desenvolver metodologias analíticas para quantificação de marcadores químicos, 
presentes em drogas vegetais, e que atendam os parâmetros de controle de qualidade 
da legislação vigente. Assim, neste trabalho, diferentes metodologias para 
quantificação da atropina (marcador químico predominante nas folhas de A. 
belladonna) foram desenvolvidas e validadas. Os métodos propostos por 
Cromatografia em Camada Delgada de Alta Eficiência (CCDAE), Cromatografia a 
Líquido de Alta Eficiência (CLAE) e Cromatografia a Líquido de Ultra Eficiência (CLUE) 
foram validados comprovando ter especificidade/seletividade, linearidade, precisão, 
exatidão e robustez e adequando-se à legislação vigente. Além disso, diferentes 
métodos de extração foram propostos. Para o primeiro método de análise (CCDAE), 
uma extração com ácido diluído (H2SO4 0,5 mol/L), seguida de extração líquido-líquido 
foi utilizada, resultando em teor médio de 0,2913 % de atropina. Para o segundo 
(CLAE), uma extração com solvente apolar (metanol p.a.) foi proposta, seguida 
também de extração líquido-líquido e com teor médio de 0,2660 % do ativo. No terceiro 
(CLUE), otimização de extração foi realizada através de Desenho Fatorial Fracionado, 
seguido de Desenho Box-Behnken, resultando em extração realizada pela mistura de 
solvente apolar e água (metanol 47 %), seguido de uma extração em fase sólida 
(sílica) e um teor de atropina médio de 0,3343 %. Um extrato otimizado foi analisado 
nos três métodos, resultando em teores de atropina iguais a 0,2905, 0,3598 e 0,3343 
% para CCDAE, CLAE e CLUE, respectivamente. A revisão da monografia do material 
vegetal, com ensaios de identificação e físico-químicos, juntamente com a 
metodologia de doseamento por Cromatografia a Líquido de Alta Eficiência foi 
proposta com o objetivo de atualizar as metodologias que hoje compõe o roteiro de 
controle de qualidade da espécie na Farmacopeia Brasileira, que está em sua 5° 
edição. 
Palavras-chave: Atropa belladonna L.; Atropina; Controle de Qualidade; 








Atropine is an alkaloid known for acetylcholine inhibition and as antimuscarinic 
substance and is present in leaves of some species of the family Solanácea, and 
especially of Atropa belladonna L. The importance of the production of herbal 
medicines in the pharmaceutical industry has driven scientific studies to develop 
analytical methods for quantification of chemical markers, present in herbal drugs, and 
that meet the quality control parameters of the current legislation. Thus, in this work, 
different methodologies for quantification of atropine (chemical marker predominant in 
the leaves of A. belladonna) were developed and validated. The methods proposed by 
High Performance Thin-layer Chromatography (HPTLC), High Performance Liquid 
Chromatography (HPLC) and Ultra Performance Liquid Chromatography (UPLC) were 
validated proving to have specificity/selectivity, linearity, precision, accuracy and 
robustness, and conforming to legislation. In addition, different extraction 
methodologies were proposed. For the first method of analysis (CCDAE), extraction 
with dilute acid (H2SO4 0.5 mol/L) followed by liquid-liquid extraction was used, 
resulting in an average content of 0.2913% atropine. For the second (HPLC), 
extraction with apolar solvent (methanol p.a.) was proposed, followed also by liquid-
liquid extraction and with an average content of 0.2660% of the active. In the third 
(CLUE), optimization of extraction was done through Fractional Factorial Design, 
followed by Box-Behnken Design resulting in extraction by the apolar solvent mixture 
and Water (47% methanol), followed by solid phase extraction (silica) and an average 
atropine content of 0.3343%. An optimized extract was analyzed in three methods, 
resulting in atropine levels equal to 0.2905, 0.3598 and 0.3334 % for HPTLC, HPLC 
and UPLC, respectively. The review of the monograph of the plant material, with 
identification and physicochemical tests, together with the methodology of 
determination by HPLC was proposed with the objective of updating the methodologies 
that today compose the roadmap of quality control of specie in Brazilian 
Pharmacopoeia, which is in its 5th edition. 
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Atropa belladonna L. (Solanaceae), conhecida pelo nome popular beladona, é 
uma planta subarbustiva perene, com até 1,5 m de altura, nativa na Europa, Norte de 
África e Ásia Ocidental e em partes da América do Norte (TYLER, BRADY, ROBBERS, 
1988; MORÁLES, 1995). 
As folhas da Beladona (assim como outras partes da planta) apresentam entre 
seus metabólitos secundários alcaloides tropânicos (AT), com importante papel na 
terapêutica: a atropina e a escopolamina. A obtenção desses metabólitos, embora 
possa ser realizada por via sintética, ainda é realizada a partir de fontes naturais. 
Esses compostos caracterizam-se pela ação inibidora da acetilcolina, conhecidos 
como substâncias antimuscarínicas ou bloqueadores de receptores muscarínicos 
colinérgicos (HERNANDES, KATO, BACCHI, 2017). Toneladas de atropina e 
escopolamina extraídas de cultivos geneticamente modificados, são utilizadas na 
medicina contemporânea (GRYNKIEWICZ, GADZIKOWSKA, 2008). 
A importância das matérias-primas de origem vegetal e drogas vegetais para a 
indústria farmacêutica, cada vez mais, tem impulsionado estudos científicos no 
sentido de desenvolver metodologias analíticas para quantificação de marcadores 
químicos, resultando em materiais de qualidade e que atendam os parâmetros de 
controle preconizados na legislação vigente. A FARMACOPEIA BRASILEIRA (2010), 
descreve controle de qualidade como o conjunto de medidas destinadas a garantir, a 
qualquer momento, a produção de lotes de medicamentos e demais produtos, que 
satisfaçam às normas de identidade, atividade, teor, pureza, eficácia e inocuidade. De 
acordo com a Resolução n°26/2014 (BRASIL, 2014) da Agência Nacional de 
Vigilância Sanitária (ANVISA), as drogas vegetais utilizadas como matéria-prima na 
produção de medicamentos fitoterápicos, devem passar por análise qualitativa e 
quantitativa dos princípios ativos e/ou marcadores químicos, quando conhecidos. No 
caso de metodologias de análise desenvolvidas e utilizadas não descritas em 
compêndios oficiais, as mesmas devem ser validadas de acordo com o Guia para 
validação de métodos analíticos e bioanalíticos da Resolução n° 899/2003 (BRASIL, 
2003) e todas as etapas de validação (especificidade/seletividade, linearidade, 
Intervalo, Limites de Detecção (LD) e Quantificação (LQ), Precisão, Exatidão e 
Robustez) devem ser comprovadas.  
Nesse contexto, pesquisa, desenvolvimento e investimentos tem sido 





analíticos vêm sendo desenvolvidos para auxiliar na qualificação e quantificação de 
tais produtos. Análises cromatográficas, por exemplo, tem sido uma ferramenta 
amplamente utilizada tanto para a “impressão digital” (fingerprint) da planta como para 
quantificação de seu(s) marcador(es) químico(s). Estas técnicas vêm crescendo 
substancialmente, com destaque para a Cromatografia a Líquido, que é a mais 
utilizada. O acoplamento com técnicas de detecção (arranjo de fotodiodos, 
espectrometria de massa e ressonância magnética nuclear) tem sido fundamentais na 
quantificação e elucidação de estruturas, por vezes, muito complexas. A 
Cromatografia a Gás (CG) também é amplamente utilizada em análises de sistemas 
ou complexos constituídos principalmente de espécies voláteis (VILEGAS, 
CARDOSO, QUEVEDO, 2016). Mais recentemente, a Cromatografia em Camada 
Delgada de Alta Eficiência (CCDAE) vem se mostrando uma excelente ferramenta 
analítica, (SRIVASTAVA, 2011), unindo em uma única técnica, a identificação e 
quantificação de compostos de interesse em drogas vegetais. 
Ferramentas estatísticas também têm sido utilizadas em algumas etapas no 
controle de qualidade, como na otimização da extração dos metabólitos em plantas. 
As técnicas de estatística multivariada, por exemplo, auxiliam na análise da influência 
dos diversos fatores, em diferentes níveis, avaliando suas interações no processo de 
extração. Entre as mais utilizadas está a metodologia de superfície de resposta (MSR) 
que reúne diversas técnicas, matemáticas e estatísticas, utilizando o ajuste de uma 
equação polinomial para descrever o comportamento de um conjunto de dados 
experimentais. Dessa maneira, os diferentes níveis das variáveis analisadas são 
otimizados simultaneamente e o melhor desempenho do sistema é alcançado 
(BEZERRA et al., 2008).
 
 


























































Desenvolver e validar de acordo com critérios oficiais, diferentes métodos 
analíticos para a determinação quantitativa de atropina presente em folhas de A. 
belladonna (Família Solanaceae). 
Revisar a monografia das folhas de A. belladonna, constante na Farmacopeia 
Brasileira 5º Edição, propondo método de quantificação de atropina para o controle de 
qualidade da droga vegetal. 
Otimizar o método de extração da atropina, presente no material vegetal, 
utilizando como ferramenta estatística o Software Minitab® 17. 
 






















































1.1 Aspectos Químicos e Físico-químicos 
 
As folhas de A. belladonna L. são caracterizadas pela presença de AT, com 
teor médio de 0,3 – 0,5 %, principalmente de (S)-hiosciamina transformada, em 
grande proporção, em atropina (HERNANDES, KATO, BACCHI, 2017; 
FARMACOPEIA, 2010; BRITISH, 2015; REAL, 2002; USP, 2014). 
AT presentes em A. belladonna, apresentam em comum uma estrutura 
nitrogenada bicíclica denominada tropano (8-metil-8-azabiciclo[3,2,1]octano) e são 
ésteres do ácido trópico. A atropina (Figura 1.1 a), marcador químico majoritário nesta 
planta, é uma mistura racêmica de (R)-hiosciamina e (S)-hiosciamina sendo o 
enântiômero (S)-hiosciamina de ocorrência natural predominante. A escopolamina 
(Figura 1.1 b) é o estereoisômero levógero, (S)-hioscina da mistura racêmica 
conhecida como atroscina. A proporção atropina:escopolamina é de, 
aproximadamente 20:1, ou seja, as folhas são pobres em escopolamina, o que as 
diferencia, por exemplo, do estramônio e do meimendro que apresentam teor maior 
de escopolamina (HERNANDES, KATO, BACCHI, 2017). 
 
A estrutura dos AT, assim como outros alcaloides, apresenta o elemento 
Nitrogênio com um par de elétrons disponível/livre, o que confere basicidade e 
reatividade a esses compostos. A solubilidade desses metabólitos está diretamente 
relacionada com a forma em que se encontram e, esta forma está diretamente 
relacionada com o pH do meio onde se encontram. Estes compostos são solúveis em 
solventes apolares quando se encontram na forma de base livre em pH alcalino e em 
solventes polares quando se encontram na forma de sal em pH ácido (Figura 1.2).  














1.2 Métodos de Extração e Limpeza  
 
A preparação de amostras tem se mostrado um passo analítico importante para 
obtenção de metabólitos secundários em material vegetal (CASTRO, POVEDANO-
DELGADO, 2014), podendo ainda ser uma ferramenta útil na limpeza dos extratos de 
amostras e concentração dos analitos de interesse. Para os AT presentes nas folhas 
de A. belladonna L. estas etapas se tornam importantes tendo em vista que esses 
analitos estão em concentração muito baixa.  
Os métodos tradicionais de extração, para obtenção de extratos brutos, como 
maceração, infusão, soxhlet, percolação e refluxo ainda são bastante utilizados e 
estão descritos na maioria das monografias dos compêndios oficiais (FARMACOPEIA, 
2010; BRITISH, 2015; REAL, 2002; USP, 2014). Estas metodologias empregam 
grandes quantidades de solventes, tempo relativamente longo e temperatura o que, 
em determinados casos, podem degradar os alcaloides.  
Todavia, métodos alternativos visando economia de solvente e tempo vêm 
sendo empregados. PICÓ (2013) relatou que técnicas de extração por ultrassom tem 
atraído interesse nos últimos anos, por se tratar de uma técnica eficiente e rápida para 
extração de diversos compostos, incluindo marcadores químicos em materiais 
vegetais. Este método extrativo foi empregado por ASHTIANIA e SEFIDKONB (2011) 
em A. belladonna L. e por JACABOVÁ et al. (2012) em espécies de Datura, com 
sucesso.      
Em geral, para obtenção dos extratos brutos, solventes como metanol, etanol, 
diclorometano e éter dietílico são comumente utilizados para obtenção de alcaloides 
na forma de base livre, enquanto que solventes polares, como ácidos diluídos são 





empregados, e nesse caso, os compostos são extraídos na forma de sais 
(HERNANDES, KATO, BACCHI, 2017). Apesar deste tipo de extração ser 
relativamente seletivo, no caso de extração de alcaloides, por vezes, é necessário 
realizar limpeza e concentração do extrato bruto obtido, antes da análise, a fim de se 
obter um extrato enriquecido desses metabólitos. As técnicas mais utilizadas são a 
extração líquido-líquido (ELL) ou a extração em fase sólida (EFS). A primeira técnica 
apesar de mais utilizada, está sujeita a erros, perdas durante o processo, além de 
necessitar de um volume maior de solvente no processo do que a segunda (DRÄGER, 
2002). KURSINSZKI et al. (2015) utilizaram extração por ultrassom em raízes de A. 
belladonna L. e Datura innoxia seguida por extração em fase sólida, utilizando colunas 
de sílica C18, para limpeza dos extratos.  
KLEIN-JÚNIOR et al. (2016) na publicação “Enlarging the bottleneck in the 
analysis of alkaloids: A review on sample preparation in herbal matrices” descreveram 
ainda que extrações de AT em A. belladonna foram realizadas utilizando técnicas com 
fluído supercrítico e membrana líquida. Além disso, ressaltaram que extratos de AT 
foram purificados por EFS utilizando colunas de sílica com troca iônica. A extração de 
atropina e escopolamina foi realizada ainda, em plantas da família Solanaceae, 
utilizando método de extração assistido por microondas e limpeza dos extratos por 
EFS dispersiva (método QuEChERS) (CIECHOMSKA, et al., 2016).  
 
1.3 Otimização de Extração 
 
Muitos fatores influenciam na extração de metabólitos em materiais vegetais. 
Otimizá-los se torna uma etapa analítica fundamental para quantificação destes 
compostos (LUNDSTEDT et al., 1998). Para tal, existem métodos tradicionais de 
otimização que testam cada fator de forma independente, mas que possuem alguns 
inconvenientes, tais como desprezar possíveis interações dos fatores avaliados, e 
desta forma, a interferência entre processos (entre corridas) não é analisada, a menos 
que um número grande de experimentos seja realizado. Dificilmente por métodos 
deste tipo, as condições ótimas de um processo são atingidas (WEISSMAN, 2015). 
Metodologias de desenho experimental vêm se tornando uma ótima ferramenta 
de otimização em processos químicos, na medida que utilizam análise multivariada 





diversos fatores são avaliados simultaneamente e a significância das interações pode 
ser analisada. Em muitos casos, inicialmente é interessante realizar uma “triagem”, 
através de Desenho Fatorial (DF), para avaliar os fatores com influência significativa 
sobre os resultados, podendo ser avaliadas uma ou mais respostas (LUNDSTEDT et 
al., 1998) e em seguida estes fatores são otimizados utilizando ferramentas 
estatísticas como Desenho de Composto Central, Desenho Box-Behnken (DBB) ou 
Desenho Doehlert, conhecidas como metodologias de superfície de resposta. (CARINI 
et al., 2013; LUNDSTEDT et al., 1998; MONTGOMERY, 2001).  
Não há relatos na literatura sobre essas metodologias na extração de atropina 
em folhas de A. belladonna L., mas diversos autores utilizam planejamento fatorial e 
otimização para extração de metabólitos em plantas. Alguns artigos, recentemente 
publicados, estão descritos na Tabela 1.1. 
 
Tabela 1.1: Publicações de otimização de extração de metabólitos em material vegetal. 
Material Vegetal Metabólito Metodologia1 Autor 
    
Psychotria nemorosa  Alcaloides indólicos DFF e DCC KLEIN-JÚNIOR, et al., 2016 
Epimedium brevicornum Compostos fenólicos DCC ZHAO, et. Al., 2014 
Senna alexandrina  Senosídeos DF SEVERO, et al., 2013 
Uncaria tomentosa Alcaloides oxindólicos, 
glicosídeos do ácido 
quinóvico, polifenóis 
DBB KAISER, et al., 2013 
Seda do milho Polissacarídeos DBB MARAN, et al., 2013 
Boletus edulis Polissacarídeos DBB CHEN, et al., 2012 
Codonopsis pilosula  Polissacarídeos DBB ZOU, et al., 2011 
Gardenia jasminoides  Crocina, geniposíedos, 
compostos fenólicos 
DCC YANG, et al., 2009 
 
1.4 Desenvolvimento e Validação de Metodologias Analíticas 
 
O desenvolvimento de um método analítico é um processo que seleciona um 
procedimento aceitável para analisar uma determinada matéria-prima ou formulação. 
De acordo com o objetivo pretendido, que pode ser o de identificar, separar ou 
quantificar um analito, a técnica analítica a ser utilizada é definida, assim como os 
______________________________________________________________ 
 
1 DF = Desenho Fatorial; DFF = Desenho Fatorial Fracionado; DCC = Desenho de Composto 





parâmetros de análise para que este objetivo seja alcançado. Equipamentos e 
analistas qualificados são fundamentais para que um método seja bem desenvolvido 
(CHAUHAN A., MITTU, CHAUHAN P., 2015; TOOMULA et al., 2011). 
Por tratar-se de matrizes mais complexas, o desenvolvimento analítico para 
matérias-primas vegetais, é, na grande maioria das vezes, mais complicado do que 
para matérias-primas sintéticas. (VILEGAS et al., 2016).  
Segundo VILEGAS e colaboradores (2016), a validação de metodologias 
analíticas garante confiabilidade e credibilidade ao método desenvolvido e tem-se 
tornado requisito para novas publicações. Alguns órgãos reguladores como Agência 
Nacional de Vigilância Sanitária (BRASIL, 2003), International Conference on 
Harmonization (ICH, 2005) e United States Pharmacopeia (USP, 2015) estabelecem 
parâmetros para sua realização. Segundo esses órgãos, os principais parâmetros de 
validação são: 
 
Especificidade/Seletividade: capacidade que o método possui de medir 
exatamente um composto em presença de outros tais como impurezas, produtos de 
degradação e componentes da matriz. Este parâmetro pode ser comprovado, em 
Cromatografia a Líquido de Alta Eficiência com Detector de Arranjo de Diodos 
(CLAE/DAD), por exemplo, comparando-se os espectros de ultravioleta do marcador 
químico em análise, nas soluções de referência e amostra.   
 
Linearidade: capacidade que o método possui de demonstrar que os resultados 
obtidos são diretamente proporcionais à concentração do analito na amostra, dentro 
de um intervalo especificado. Deve ser comprovada pela análise de 5 pontos (no 
mínimo), com concentração de 80 a 120 % da concentração do analito na amostra. 
Os resultados devem ser analisados visualmente através do traçado de gráficos e 
tratados estatisticamente (cálculo da regressão e o método dos mínimos quadrados e 
análise de variância) para comprovar a linearidade.  
 
Intervalo: é a faixa que define os limites máximo e mínimo de quantificação do 
método, de acordo com análise das amostras e após comprovação da linearidade, 






Precisão: é a capacidade do método de reproduzir os resultados, ou seja, é a 
proximidade dos resultados obtidos em uma série de medidas de uma amostragem 
múltipla de uma mesma amostra. Pode ser medida em três níveis: 
Repetibilidade: concordância de resultados em curto período de tempo, 
com mesmo analista e mesmo equipamento. É verificada pelo preparo de seis 
repetições de uma amostra a 100 % da concentração teórica do analito na amostra, 
ou em nove determinações em três concentrações diferentes (baixa, média e alta). 
 
Intermediária: concordância dos resultados em, no mínimo, dois dias 
diferentes, analistas e/ou equipamentos diferentes. Verificada a variação dos 
resultados em mesmo laboratório. 
 
Reprodutibilidade: concordância dos resultados, entre diferentes 
laboratórios em estudos colaborativos. Geralmente utilizados para inclusão de 
monografias em Farmacopeias. 
 
A partir de cada série de medidas, a precisão pode ser expressa como desvio 
padrão relativo (DPR) ou coeficiente de variação (CV%). 
 
Limite de detecção (sensibilidade): Menor quantidade de analito que pode ser 
detectada, mas não necessariamente quantificada, em uma amostra sob as condições 
do método analítico estabelecido.  
 
Limite de Quantificação: Menor quantidade de analito que pode ser quantificada 
em uma amostra sob as condições do método analítico estabelecido, com precisão e 
exatidão aceitáveis.  
 
Ambos podem ser obtidos a partir do desvio padrão do intercepto e inclinação 
da reta, obtido no estudo da linearidade. Ou experimentalmente, pelo preparo de 
soluções com concentração decrescentes sucessivas, ou ainda, pela avaliação visual 






Exatidão: é verificada pelo cálculo da recuperação de quantidade conhecida de 
um composto (substância de referência) adicionado à amostra. Esta determinação 
deve ser realizada pela adição de três níveis de concentração, em relação a 
concentração teórica da amostra (geralmente 80, 100 e 120 %). 
 
Robustez: é verificada pela capacidade de um método analítico resistir à 
pequenas modificações de parâmetros, sem alterar os resultados.  
 
Adequabilidade do Sistema: baseia-se no conceito de que o equipamento, a 
eletrônica, as operações analíticas e as amostras a serem analisadas constituem um 
sistema integral que pode ser avaliado como tal. Os parâmetros de teste de 
adequação do sistema a serem estabelecidos para um procedimento específico 
dependem do tipo de procedimento a ser validado. 
  
1.5 Análise Quantitativa de Alcaloides Tropânicos 
 
1.5.1 Compêndios Oficiais 
 
A análise quantitativa de alcaloides totais, em folhas de A. belladonna está 
descrita em monografias de alguns compêndios oficiais (Tabela 1.2).  
O método mais utilizado descrito em farmacopeias é o de volumetria através 
de titulação de retorno, onde o percentual de alcaloides totais extraídos do material 
vegetal é determinado e expresso em hiosciamina. Este método utiliza grande 
quantidade de material vegetal e tem baixa reprodutibilidade, além de demandar 
tempo longo para a extração e análise. Este método está descrito nas Farmacopeias 
Internacionais há muitos anos, e, portanto, foi desenvolvido anteriormente aos critérios 
de validação atualmente exigidos.  
A Farmacopeia Americana é a única que descreve um método quantitativo para 
determinação desses marcadores químicos por Cromatografia a Gás, porém, este 
método preconizada a utilização de colunas com preparo diferenciado e específico, 





Tabela 1.2: Monografias da A. belladonna em Compêndios Oficiais 
Farmacopeia Método Marcadores Químicos 




% Alcaloides Totais 
Expressos em Hiosciamina 
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Cromatografia a Gás 
 
% Alcaloides Totais 
Expressos em Hiosciamina 
 
1.5.2 Métodos Desenvolvidos 
 
Os métodos para quantificar AT em materiais vegetais por Cromatografia a 
Líquido de Alta e Ultra Eficiência (CLAE/CLUE) são os mais amplamente 
desenvolvidos e os mais recentemente publicados estão apresentados na Tabela 1.3. 
Métodos envolvendo técnicas de CG são menos encontrados quando 
comparados aos relacionados à cromatografia a líquido. Um método para detecção 
de AT em Fagopyron esculentum L. foi desenvolvido e validado por Cailigiani e 
colaboradores (2001). Namera e colaboradores (2002) descreveram um método 
quantitativo para determinação de AT em material biológico utilizando técnica de 
cromatografia a gás acoplado a espectrômetro de massas (CG-EM). Além disso, 
atropina e escopolamina foram quantificadas por CG-EM em 2006 por método 
utilizando diferentes partes e estágios de desenvolvimento da Datura stramonium L. 
(Solanaceae) (IRANBAKHSH et al., 2006). BAZAOUI e colaboradores (2011), 
identificaram nove novos AT em Datura stramonium L., utilizando esta mesma técnica 
analítica.   
Métodos de quantificação de atropina e escopolamina por CCDAE possuem 
ainda menos publicações se comparados aos métodos anteriormente citados. Entre 
os estudos estão os de MROCZEK e colaboradores (2006) que descreveram um 
ensaio comparativo entre CLAE e CCDAE, com diferentes métodos extrativos de 
Datura sp. Mais recentemente, ONISZCZUK e colaboradores (2013) avaliaram a 
influência do método de preparo de amostras sobre a quantificação de AT em Datura 
innoxia Mill. Não há relatos na literatura de métodos de quantificação utilizando esta 





Em 2002, DRÄGER publicou no Review: “Analysis of tropane and related 
alkaloids” uma discussão, avaliando diferentes métodos de identificação e 
quantificação (CG, CLAE e CCD) de tropano e outros alcaloides relacionados em 
espécies de Datura, Atropa e Hyoscyamus. 
 





    
Gradiente 
Acetonitrila 
Água:Ácido fórmico (0,1 %) 
C18 (100 x 2,1 mm, 1,8 µm) MS CHEN, et al., 2017 
 
   
Gradiente 
Água:Ácido fórmico (1%) 
Metanol:Ácido fórmico (1%) 
C18 (50 x 2,1mm, 2,7 µm) DAD-UV 
+ MS 
 
JAKABOVÁ et al. 
2012 
    
Gradiente 
Solução Tampão Fosfato pH 3,5    
Acetonitrila 






Acetonitrila:Tampão NaH2PO4 50 mM 
(pH=2,95 ácido ortofosfórico) (10:20) 










Tampão fosfato de potássio 
monobásico 50 mM (pH=3,0 c/ ácido 
ortofosfórico): Acetonitrila (80:20) 
C18 (250 x 4,6 mm, 5 µm) DAD-UV HOSSEINI et al., 
2011. 
    
Isocrático 
Acetonitrila:Metanol:Tampão 30 mM 
KH2PO4-K2HPO4 pH 6 (815:185 g/g) 
(12:7,9:80,1, v/v/v) 
C18 (250 x 4,6 mm, 5 µm) DAD-UV KURSINSZKI et al., 
2005 
    
Isocrático 
Acetonitrila:Acetato amônio 10 mM 
(pH=10,5 c/ amônia 5%) (10:90) 
Fenil (150 x 2,1 mm, 5 µm) DAD-UV STEENKAMP et al., 
2004 
    
Isocrático 
Acetonitrila:Tampão fosfato 30 nM (pH 
6,2):Metanol (12,2:79,7:8,1 v/v/v) e 0,1 
% trietilamina 
C8 (250 x 4,6 mm, 5 µm) DAD-UV HANK et al., 2004 
    
Isocrático 
Metanol:Água:Ácido fórmico (165:35:1) 
(pH=8,3 c/ trietilamina) 
C18 (300 x 3,9 mm, 10 µm) DAD-UV CEYHAN et al., 
2001. 
    
Isocrático 
KH2PO4 0,05 mol/L (pH=3): Acetonitrila 
(90:10) 
C18 (75 x 4,6 mm, 3,5 µm) DAD-UV HUBER, 1998. 
______________________________________________________________ 
 
1 MS = Detector Espectrômetro de Massas; UV = Detector Ultravioleta; DAD-UV = Detector de 











































2. DESENVOLVIMENTO E VALIDAÇÃO DE MÉTODO POR CROMATOGRAFIA 













O texto completo do Capítulo 2, que no texto completo da dissertação defendida 
ocupa o intervalo de páginas compreendido entre as páginas 47-68, foi suprimido por 
tratar-se de manuscrito em preparação para publicação em periódico científico.  
Consta do desenvolvimento e validação de um método para quantificar atropina 
em folhas de A. belladonna utilizando técnica de Cromatografia em Camada Delgada 





















































































































































3. REVISÃO DA MONOGRAFIA PARA A FARMACOPEIA BRASILEIRA E 
DESENVOLVIMENTO E VALIDAÇÃO DE MÉTODO POR CROMATOGRAFIA A 













A Farmacopeia Brasileira está na sua 5° edição, mas constantemente seu 
conteúdo passa por revisão. As monografias são elaboradas por profissionais com 
efetiva experiência no assunto e revisadas por outros profissionais do mesmo campo 
de atividade. A elaboração é realizada de acordo com o “Manual para Elaboração de 
Monografia para a Farmacopeia Brasileira” (ANVISA, 2012) e são apresentadas com 
redação clara, sucinta e sem detalhes ou explicações didáticas, considerados 
desnecessários à Comissão Permanente de Revisão da Farmacopeia Brasileira, 
responsável pelo texto final das mesmas (ANVISA, 2010). 
Algumas monografias possuem, principalmente, metodologias de quantificação 
de ativos farmacêuticos, desatualizadas, ou seja, descrevem métodos já 
ultrapassados ou que não foram validados, como é o caso da monografia das folhas 
de A. belladonna L., que na edição atual, descreve um método de doseamento de 
alcaloides totais por volumetria (ANVISA, 2010).  
Técnicas modernas têm sido cada vez mais utilizadas, na indústria e na 
pesquisa, para o controle de qualidade de drogas vegetais, e dentre elas a que mais 
se destaca é a Cromatografia a Líquido de Alta Eficiência (CLAE). Isso ocorre, 
principalmente, pela grande quantidade de amostra que pode ser analisada por esta 
técnica, além da variedade de detectores disponíveis como detectores por ultravioleta 
e arranjo de diodos (os mais utilizados), índice de refração, fluorescência dentre outros 
(REGINATTO, 2017). 
A CLAE é uma técnica baseada em separação de componentes, de uma 
mistura, que ocorre a partir da interação diferencial entre analito, fase móvel e fase 
estacionária do sistema. Dentre os tipos a que mais se destaca ainda é a 
cromatografia em fase reversa, onde a fase estacionária apresenta baixa polaridade 
e tem ampla aplicação na análise de produtos farmacêuticos, incluindo fitoterápicos. 
O equipamento consiste em um ou mais reservatórios contendo fase móvel, uma 
bomba ou sistema de bombas que impulsionam a fase móvel, de forma controlada, 
pelo sistema, um injetor de amostra, uma coluna cromatográfica (existem diferentes 
tipos), um detector e sistema de captura de dados (software). Um esquema do 
funcionamento básico de um cromatógrafo a líquido de alta eficiência está ilustrado 






Figura 3.1: Esquema de funcionamento – CLAE. (WATERS) 
 
Alguns parâmetros podem ser avaliados para verificar a separação dos 
constituintes dentro de uma mistura e estão citados a seguir: 
 
Tempo de Retenção (Tr): característico da substância analisada, entretanto não 
é exclusivo.  
Fator de retenção (k): é a razão entre a quantidade da substância com afinidade 
pela fase estacionária e a quantidade com afinidade pela fase móvel. Quanto maior a 
afinidade da substância pela fase estacionária maior a sua retenção. 
Número de Pratos (N): é indicativo da eficiência da coluna. Pode ser expresso 
em números de pratos teóricos por coluna ou número de pratos teóricos por metro. 
Resolução (R): eficácia da separação de dois componentes de uma mistura 
num cromatograma. 
 
Assim como na CCDAE, na CLAE o preparo de amostra e escolha do sistema 
de fase móvel são essenciais para um bom desenvolvimento de metodologias de 
quantificação e influenciam diretamente os parâmetros citados acima.   
As metodologias para quantificação de alcaloides totais em folhas de A. 
belladonna descritas em compêndios oficiais, bem como as publicações que 
descrevem métodos para quantificação de AT em CLAE foram descritas no item 1.5.2 






3.2 Objetivos Específicos 
 
Revisar a monografia das folhas de A. belladonna da Farmacopeia Brasileira 
5° Edição. 
Desenvolver e validar método para quantificação de atropina nas folhas de A. 
belladonna utilizando CLAE. 
 
3.3 Materiais e Métodos 
 
3.3.1 Material Vegetal, Solventes, Reagentes e Materiais 
 
Além do material vegetal obtido e descrito no item 2.3.1, mais duas amostras 
foram obtidas, comercialmente, da empresa Healthy Life, com lote nº 1_12_4 e da 
Martin Bauer Group (Pharmacopeia Europea), com lote nº 1511410. As amostras 
foram identificadas como AB-03 e AB-04, respectivamente. As folhas secas (Figura 
3.2 a e b), foram recebidas embaladas em saco plástico e posteriormente transferidas 
para envelopes de papel pardo, revestidos externamente com saco plástico e 
armazenadas sob refrigeração durante sua utilização.  
Os solventes grau HPLC utilizados foram adquiridos da marca Tedia do Brasil 
e Vetec. Os reagentes grau analítico foram obtidos das marcas Tedia do Brasil e 
Sigma Aldrich, Dinâmica e Nuclear. A substância química de referência (SQR), 
atropina base livre foi adquirida da marca Sigma Aldrich, lote 5LBD8308V, pureza 
99%. O bromidrato de escopolamina também foi adquirido da marca Sigma Aldrich, 
lote 5LBL1552V, pureza 99%. A água ultrapura utilizada foi fornecida pela Central de 
água da Faculdade de Farmácia. As colunas cromatográficas utilizadas foram 
adquiridas das marcas Kromasil e NST. A pré-coluna utilizada foi adquirida da marca 







3.3.2 Ensaio de identificação para presença de Alcaloides Tropânicos 
 
As amostras AB-03 e AB-04 foram testadas quanto à presença de AT conforme 
descrito no item 2.3.2. 
 
Os ensaios descritos nos itens a seguir, foram propostos para constar na nova 
monografia do material vegetal da Farmacopeia Brasileira, e as quatro amostras (AB-
01, AB-02, AB-03 e AB-04) foram testadas, com exceção da Determinação de Água 
para AB-01 que já havia sido realizado.  
 
3.3.3 Identificação por Cromatografia em Camada Delgada (CCD) 
 
O ensaio foi realizado seguindo item 5.2.17.1 – Cromatografia em Camada 
Delgada da FB 5 °ED (volume 1, p. 105), descrito a seguir: 
 
Fase estacionária: sílica-gel GF254. 
Fase móvel: mistura de tolueno, acetato de Etila e dietilamina (7:2:1 v/v/v). 
 
Solução amostra: foram pesadas, cerca de 1,5 g de amostra e adicionados 15 
mL de H2SO4 0,05 mol/L. A mistura foi agitada por 2 minutos em agitador magnético, 
filtrada por papel filtro e transferida para um funil de separação de 125 mL. Foram 
adicionados 7,5 mL de água destilada e o extrato foi alcalinizado com hidróxido de 
amônio até pH 10. Os alcaloides foram extraídos com 3 x 10 mL de diclorometano 
(a) (b) 
(a) 





p.a.. As fases orgânicas foram reunidas, secas com sulfato de sódio (Na2SO4) anidro. 
O extrato de alcaloides foi filtrado em papel filtro para cápsula de porcelana e o 
solvente foi evaporado até secura em banho d’água (sem ultrapassar 40 °C). O 
resíduo foi solubilizado em 0,5 mL de metanol. 
  
Solução referência 1: preparar uma solução a 10 mg/mL de atropina base livre 
em metanol.   
Solução referência 2: preparar uma solução a 4 mg/mL de bromidrato de 
escopolamina em metanol. 
 
Revelador: Misturar volumes iguais de solução de iodeto de potássio a 40% 
(p/v) em água e de solução preparada dissolvendo 0,85 g de subnitrato de bismuto 
em mistura de 10 mL de ácido acético glacial e 40 mL de água. Diluir 1 volume dessa 
mistura com 2 volumes de ácido acético glacial e 10 volumes de água imediatamente 
antes do uso.    (solução de iodeto de potássio e subnitrato de bismuto SR -  Reagente 
de Dragendorff) 
 
Procedimento: Aplicar na cromatoplaca, separadamente, em forma de banda, 
10 µL da Solução amostra e das Soluções referência (1 e 2). Desenvolver o 
cromatograma por 10 cm. Remover a cromatoplaca e deixar secar ao ar por 15 
minutos e em seguida, em estufa 100-105 °C por 15 minutos. Nebulizar com o 
revelador. Visualizar sob luz visível. 
 
3.3.4 Determinação do Teor de Matéria Estranha 
 
O ensaio foi realizado seguindo item 5.4.2.2 – Determinação de Matéria 
Estranha da FB 5 °ED (volume 1, p.194), descrito a seguir: 
 
Foram pesados, com exatidão, cerca de 50 g de amostra, colhidas, por 
quarteamento, e espalhadas em camada fina sobre uma superfície plana. Os 
materiais estranhos à droga foram separados manualmente a olho nu e, em seguida, 





calculada, com base no peso da amostra submetida ao ensaio, através da equação 
3.1. 




 𝑥 100 
 
Onde: 
Pe = Massa, em g, de matéria estranha  
Pi = Massa, em g, de material vegetal inicial 
  
3.3.5 Determinação de Cinzas Totais 
 
O ensaio foi realizado, em triplicata, seguindo item 5.4.2.5 – Determinação de 
Cinzas Totais da FB 5° ED (volume 1, p.195), descrito a seguir: 
 
Foram pesados, exatamente, entre 1,0-3,0 g da amostra pulverizada (180 µm), 
em cadinho de porcelana previamente tarado (2 h a 600 °C). A amostra foi distribuída 
uniformemente no cadinho e incinerada aumentando, gradativamente, a temperatura 
até, no máximo, 600 ± 25 ºC, até que todo o carvão seja eliminado. Um gradiente de 
temperatura (30 minutos a 200 ºC, 60 minutos a 400 ºC e 90 minutos a 600 ºC) foi 
utilizado. Os cadinhos foram resfriados em dessecador e pesados. A porcentagem de 
cinzas foi calculada em relação à droga seca ao ar, através da equação 3.2. 
 




 𝑥 100 
 
Onde, 
Pf = massa, em g, do cadinho + amostra após a incineração  
Pcv = massa, em g, do cadinho vazio antes da incineração 
Pi = massa, em g, da amostra 
 






O ensaio foi realizado, em triplicata, nas amostras AB-02, AB-03 e AB-04, 
conforme ensaio 5.4.2.3 -  Determinação de Água em Drogas vegetais da FB 5 ºEd, 
(volume 1, p. 197) descrito no item 2.3.4 e calculados pela equação 2.1. 
 
3.3.7 Preparo dos extratos 
 
O método de extração para compor a monografia das folhas na FB levou em 
consideração os resultados obtidos na metodologia anteriormente desenvolvida para 
análise por CCDAE, o que resultou na troca do ácido sulfúrico 0,05 mol/L por metanol 
p.a. para eliminar a formação de emulsão, e alguns ensaios preliminares (método 
extrativo, relação droga:solvente, tempo) também foram realizados. A otimização da 
extração, proposta nos objetivos deste trabalho, foi iniciada, porém, alguns resultados 
demonstraram não ser o melhor método para controle de qualidade Dessa forma, 
reunindo as melhores condições já conhecidas para a extração, o método de extração 
descrito a seguir foi desenvolvido para ser utilizado na quantificação de atropina por 
CLAE: 
 Foram pesados, com exatidão, em erlenmeyer de 50 mL, cerca de 0,25 g da 
droga em pó (180 µm) e adicionados 15 mL de álcool metílico p.a.. O frasco foi fechado 
com filme plástico e levado a banho de ultrassom por 60 minutos. O extrato bruto 
metanólico foi filtrado através de papel filtro para balão de fundo redondo de 50 mL. 
O erlenmeyer foi lavado com 2 x 1 mL de álcool metílico p.a.. O solvente foi eliminado 
em evaporador rotatório sem ultrapassar 40 ºC. O extrato seco do balão foi transferido 
para funil de separação de 250 mL, utilizando 2 alíquotas de 10 mL e 1 alíquota de 5 
mL de ácido clorídrico 5 % (HCl 5%), com auxílio de ultrassom para facilitar a 
solubilização do extrato no ácido. O extrato aquoso ácido foi extraído com 3 x 20 mL 
de diclorometano, usando os primeiros 20 mL para limpar o resíduo do balão de fundo 
redondo de 50 mL. As fases orgânicas das lavagens foram desprezadas. O extrato 
aquoso foi alcalinizado com Hidróxido de Amônio p.a. (NH4OH 25 %) até pH 10. Os 
alcaloides foram extraídos com 5 x 20 mL de diclorometano p.a.. As fases orgânicas 
foram reunidas e secas com 15 g de sulfato de sódio anidro. Após, filtradas em papel 
filtro para uma cápsula de porcelana, o sulfato de sódio do papel filtro foi lavado com 
2 mL de diclorometano p.a.. O solvente foi evaporado até secura em banho d’água, 





HPLC) para balão volumétrico de 5 mL e filtrado por membrana 0,45 µm para vial de 
2 mL e injetado em Cromatógrafo a Líquido de Alta Eficiência conforme descrito no 
item conforme descrito em 3.3.5. O esquema do preparo e análise dos extratos está 
ilustrado na Figura 3.3. 
 
 
3.3.8 Desenvolvimento do método 
 
Muitos relatos da literatura descrevem metodologias de quantificação de AT 
utilizando Cromatografia a Líquido de Alta Eficiência, porém, a quase totalidade das 
publicações descrevem fase móvel tampão ou com sais dissolvidos. Estas 
metodologias são amplamente utilizadas, mas apresentam o inconveniente de 
precipitação dos sais dissolvidos na fase móvel, dentro das tubulações e filtros do 
equipamento, caso a limpeza do sistema não seja realizada adequadamente.  
Dessa forma, diferentes fases móveis foram testadas sem a utilização de sais 
ou tampão na composição. Foram realizados teste utilizando ácido fórmico, ácido 





fosfórico e ácido trifluoracético para acidificar a fase móvel. Sistemas de eluição 
isocráticos e gradientes também foram testados. 
O desenvolvimento do método foi realizado em Cromatógrafo a Líquido de Alta 
Eficiência da marca Waters, modelo Alliance 2695, equipado com detector de arranjo 
de diodos da marca Waters, modelo 2996. Os parâmetros estabelecidos para o 
método estão descritos na Tabela 3.1. 
 
Tabela 3.1: Parâmetros desenvolvidos para análise por CLAE. 
Parâmetro Especificação 
  
Coluna Kromasil C18 (150 x 4,6 mm x 5 µm) 
Pré-coluna Phenomenex C18 (4 x 3,0 mm) 
Sistema de Eluição Gradiente Linear (Descrito na Tabela 3.2) 
Vazão (mL/min) 0,7 
Volume de injeção (µL)  10  
 Fase Móvel  
A: Água Purificada : Ácido Trifluoracético (0,01 %) 
B: Acetonitrila : Ácido Trifluoracético (0,08 %) 
Faixa Comprimento de Onda / Detecção (nm) 190 – 400 / 210 
Gradiente  
Tempo (min) Eluente A (%) Eluente B (%) Eluição 
0 - 15 95 → 0 5 → 100 Gradiente linear 
15-20 0 100 Isocrático 
 
O método desenvolvido teve tempo total da corrida cromatográfica de 20 
minutos, com um equilíbrio de 10 minutos entre as corridas com fase móvel A e B na 




O método foi validado, de acordo com a Resolução nº 899/2003 e os seguintes 
parâmetros foram contemplados na validação: 
 
a) Especificidade/Seletividade: realizada pela comparação dos espectros de 
ultravioleta, da banda referente à atropina, obtidos a partir da injeção de solução da 
SQR atropina base livre (125 µg/mL), e da solução amostra, preparada conforme 





partir da injeção da solução amostra, preparada conforme descrito no item 3.3.7 e 
solução amostra com adição de SQR atropina base livre. 
 
b) Linearidade: realizada através da injeção de diferentes diluições de uma 
solução estoque da SQR atropina base livre, com concentração igual a 500 µg/mL. 
Três curvas da substância de referência foram construídas, com 7 pontos (injetados 
em triplicata) correspondendo a um intervalo de concentração de atropina entre 50 e 
200 µg/mL. A linearidade do método foi verificada a partir da medida da área do pico 
referente ao marcador químico no cromatograma. O coeficiente de regressão mínimo 
exigido pela Resolução n° 899/2003 no valor de r2 = 0,99 foi avaliado e o tratamento 
estatístico foi realizado através de método dos mínimos quadrados e análise de 
variância (ANOVA).    
 
c) Limites de Detecção e Quantificação: foram calculados a partir dos dados 
obtidos no estudo de linearidade (curva padrão da SQR atropina base livre) e através 
das Equações 2.2 e 2.3. 
 
d) Precisão Repetibilidade: realizada através da análise de seis extrações, 
realizadas conforme descrito no item 3.3.7. Cada uma das seis soluções amostra 
foram injetadas em triplicata no cromatógrafo e a área correspondente ao pico do 
marcador químico no cromatograma foi avaliada. Juntamente com as soluções 
amostra, uma solução da SQR atropina base livre, com concentração igual a 125 
µg/mL, foi injetada também em triplicata. 
 
e) Precisão Intermediária: realizada através da análise de três extrações, 
realizadas conforme descrito no item 3.3.7. Cada uma das três soluções amostra 
foram injetadas em triplicata no cromatógrafo e a área correspondente ao pico do 
marcador químico no cromatograma foi avaliada. Juntamente com as soluções 
amostra, uma solução da SQR atropina base livre, com concentração igual a 125 
µg/mL, foi injetada também em triplicata. Este procedimento foi realizado em três dias 
diferentes, sendo um deles executado por um analista diferente dos demais. 
  
f) Reprodutibilidade Interlaboratorial: realizada em colaboração com os 





Pernambuco (UFPE). A amostra e a SQR foram enviadas para análise, juntamente 
com protocolo descrevendo a metodologia. As análises foram realizadas em triplicata 
e os resultados foram enviados, via relatório, contendo os cromatogramas obtidos e 
cálculos realizados. Os resultados encontrados foram comparados aos encontrados 
após análise de doseamento da amostra AB-01 (3.3.10) para cálculo do CV. 
 
g) Exatidão: realizada através da recuperação da solução da SQR atropina 
base livre (126,5 µg/mL), adicionada em concentrações iguais a 80, 100 e 120 % em 
relação a extração do material vegetal, ou seja, solução amostra preparada conforme 
descrito no item 3.3.7. A recuperação foi calculada a partir da equação 2.4. 
 
h) Robustez: realizada através da modificação de parâmetros da análise, 
estabelecidos previamente. As variações estão descritas na Tabela 3.2. 
 
Tabela 3.2: Parâmetros avaliados na etapa de robustez - CLAE. 
Parâmetro Normal Alterado 
  





Marca Coluna Kromasil NST 
Detecção (nm) ʎ = 210  
ʎ = 205  
ʎ = 215  
 
i) Adequabilidade do Sistema: realizada através da injeção de SQR a cada dia 
de análises. Foram monitorados os parâmetros, tempo de retenção, área do pico da 
atropina e eficiência da coluna através do cálculo do número de pratos teóricos 
(Equação 3.3) e os coeficientes de variação de cada parâmetro foram calculados. 
 
 






Tr = tempo de retenção (min) 
W = traçado de um tangente à curva gaussiana nos seus pontos de inflexão 
extrapolando a linha de base até a interseção com a tangente (min). 





3.3.10 Doseamento das Amostras Comerciais 
 
As quatro amostras, obtidas comercialmente, foram preparadas e analisadas 
conforme itens 3.3.7 e 3.3.8, respectivamente, para avaliação do teor de atropina. 
 
Os resultados da quantificação de atropina nas extrações e análises realizadas 
nas etapas da validação, e doseamento das amostras, foram expressos em % de 
atropina e calculados através da equação 2.5. Os coeficientes de variação foram 
calculados através da equação 2.6.  
 
3.4 Resultados e Discussão  
 
3.4.1 Ensaio de identificação para presença de Alcaloides Tropânicos 
 
As amostras AB-03 e AB-04 apresentaram resultado positivo para AT. A 
coloração violeta intensa característica desses metabólitos foi evidenciada em ambas 
amostras, as imagens das cores do ensaio estão ilustradas na Figura 2.3. 
 
3.4.2 Identificação por Cromatografia em Camada Delgada (CCD) 
 
A Figura 3.4 ilustra o resultado encontrado no ensaio de CCD. 
PA PE AB-01 AB-02 AB-03 AB-04 
Bandas laranja intensas referentes 
à escopolamina nas soluções 
padrão e amostras. (Rf ~ 0,38) 
 
Bandas laranja intensas referentes 
à atropina nas soluções padrão e 
amostras. (Rf ~ 0,35) 
Figura 3.4: Resultado do ensaio de Identificação por CCD. (PA) – Padrão Atropina; (PE) – Padrão 





O ensaio de identificação por CCD possibilitou uma fácil e correta identificação 
dos principais AT presentes nas amostras. 
As amostras apresentaram manchas de intensidade semelhante e mesmo Rf 
do que aqueles produzidos pelas das soluções de referência. 
 
3.4.3 Determinação do Teor de Matéria Estranha 
 
Os resultados obtidos no ensaio estão apresentados na Tabela 3.3. 
 
Tabela 3.3: Resultados de matéria estranha para as amostras AB-01, AB-02, AB-03 e AB-04. 
Amostra  Pe (g) Pi (g) ME (%) 
AB-01 1,4761 51,4732 2,87 
AB-02 0,7208 50,0545 1,44 
AB-03 3,4601 50,0018 6,92 
AB-04 1,4912 50,3798 2.96 
            
A FB 5 °ED especifica um máximo de 3 % de matéria estranha para as folhas 
de A. belladonna. Desta forma, apenas a amostra AB-03 teve o teor acima do 
preconizado. Esta amostra foi adquirida da internet, o que pode explicar o teor acima 
do especificado, ou seja, o material não tem origem de fonte conhecida e confiável 
como as demais.  
 
3.4.4 Determinação de Cinzas Totais 
 
Os resultados obtidos no ensaio estão apresentados na Tabela 3.4. 
 
Tabela 3.4: Resultados de cinzas totais para as amostras AB-01, AB-02, AB-03 e AB-04. 
Replicata 
Cinzas Totais (%) 
AB-01 AB-02 AB-03 AB-04 
  
1 10,01 10,40 10,95 14,40 
2 10,54 10,50 10,86 14,21 
3 10,39 10,59 11,18 13,96 
Média (%) 10,31 10,49 11,00 14,19 
Desvio Padrão 0,2702 0,09617 0,1670 0,2212 





A FB 5 °ED especifica um máximo de 10 % de cinzas totais para as folhas de 
A. belladonna. Desta forma, apenas as amostras AB-01 e AB-02 apresentaram teor 
próximo do preconizado atualmente na monografia deste material vegetal.  
 
3.4.5 Determinação de água 
 
Os resultados obtidos no ensaio estão apresentados na Tabela 3.5. 
 
Tabela 3.5: Resultados da determinação de água para as amostras AB-01, AB-02, AB-03 e AB-04. 
 
 
Este ensaio não faz parte da monografia atual da FB 5 °ED. A determinação de 
água é apenas indicada para que o teor encontrado seja subtraído da massa inicial 
no ensaio de doseamento (teor de atropina é calculado em relação ao material vegetal 
seco). 
 
3.4.6 Desenvolvimento do Método 
 
Após o desenvolvimento do método, as soluções padrão e amostra, produziram 
os cromatogramas ilustrados na Figura 3.5 (a) e (b), respectivamente. Na figura é 
possível identificar o pico referente à atropina no tempo de retenção de 









AB-01 AB-02 AB-03 AB-04 
1 6,887 6,908 7,145 9,427 
2 7,011 6,693 6,879 9,394 
3 7,052 6,869 6,559 9,177 
Média (%) 6,983 6,824 6,861 9,333 
Desvio Padrão 0,0858 0,1144 0,2931 0,1357 








a) Especificidade/Seletividade: após injeção de solução da SQR atropina base 
livre e de solução amostra, os espectros de ultravioleta, referentes à banda do 
marcador químico, foram comparados e a Figura 3.6 mostra o resultado encontrado, 
















Figura 3.5: Cromatogramas obtidos para o método desenvolvido por CLAE. (a) solução SQR; 
(b) amostra AB-01. 









Após a injeção de solução amostra com e sem adição da SQR atropina base 
livre, a área, referente ao pico do marcador químico, foi comparada nos dois 
cromatogramas e a Figura 3.7 (a e b) mostra o resultado encontrado. É possível 
perceber, pela análise dos cromatogramas obtidos, que a adição de SQR na solução 
amostra resultou em incremento da área referente ao pico da atropina (aumento da 
área de 892459 para 1964117), não alterando outras áreas do cromatograma e 
comprovando que o método desenvolvido é seletivo para o marcador químico em 
análise.  
 
Os resultados demostram que o método desenvolvido é específico e seletivo 
para o marcador químico em análise.  
 
b) Linearidade: após injeção e análise dos cromatogramas contendo os pontos 
da solução da SQR atropina base livre, o traçado e o tratamento estatístico das curvas 
de padrão de atropina foram realizados utilizando planilha eletrônica Microsoft Excel 
2016. Os dados e gráficos das curvas dos dias 1, 2 e 3 estão apresentados no 
Apêndice B. Na Tabela 3.6 estão apresentadas as áreas médias, do pico referente à 
Figura 3.7: (a) Picos das bandas da amostra AB-01; (b) Picos das bandas da amostra 







atropina para cada concentração injetada no CLAE. O gráfico da linearidade média, a 
equação da reta e o coeficiente de regressão estão ilustrados na Figura 3.8. 
Os valores obtidos na análise de variância (ANOVA) (Tabela 3.7) demonstram 
que há diferenças significativas entre as diferentes concentrações e respectivas áreas 
(valor-P < 0,05 e F > Fcrítico), com intervalo de confiança de 95 % (α = 0,05).  
 
Tabela 3.6: Dados obtidos a partir da média das áreas dos dias 1,2 e 3 da linearidade - CLAE 
Atropina (µg/mL) Dia 1 Dia 2 Dia 3 Média Desvio CV (%) 
50 786687 749208 775969 770621 19303,57 2,505 
75 1185223 1186754 1186498 1186192 763,34 0,064 
100 1581279 1599277 1584150 1588236 9669,32 0,609 
125 1936882 1985261 1941167 1954437 26780,58 1,370 
150 2340975 2402142 2328083 2357067 39565,32 1,679 
175 2708088 2753947 2676586 2712873 38902,08 1,434 














Tabela 3.7: Análise de variância (ANOVA) para os dados de linearidade da curva padrão de atropina - 
CLAE 
Fonte da variação SQ GL MQ F valor-P F crítico 
Entre grupos 1,33675E+13 1 1,33675E+13 38,19355569 4,72633E-05 4,747225336 
Dentro dos grupos 4,19992E+12 12 3,49993E+11    
       
Total 1,75674E+13 13     
 























Linearidade Média - Atropina
Figura 3.8: Gráfico da curva média de padrão de atropina obtida nos 





c) Limites de Detecção e Limite de Quantificação: os limites de detecção (LD) 
e de quantificação (LQ) para a substância de referência, de acordo com os parâmetros 
obtidos com a equação média da reta, foram calculados a partir da média dos 
coeficientes de regressão linear (15489) e do desvio padrão médio dos interceptos 
(17589,9). 
Os resultados obtidos foram: LD = 3,7466 µg/mL e LQ = 11,353 µg/mL, 
indicando que o método apresenta boa sensibilidade com baixos valores de LD e LQ.  
 
d) Precisão – Repetibilidade e Intermediária: os resultados da etapa de precisão 
foram satisfatórios, tendo em vista que a legislação exige um máximo de 5 % nos 
valores de coeficiente de variação entre os resultados e isto foi observado tanto nas 
análises intradias como nas interdias. Da mesma forma, todas as médias calculadas 
entre as médias das análises apresentaram coeficiente de variação inferior a 5 %. O 
teor médio de atropina encontrado foi de 0,2657 %. Foi possível, dessa forma, 
comprovar a precisão do método e os resultados obtidos nesta etapa estão 
contemplados na Tabela 3.8. 
 
Tabela 3.8: Resultados para teor de atropina na etapa de precisão - CLAE 
 Precisão 
Repetibilidade Intermediária 







1 0,2651 1 0,2725 0,2681 0,2522 
2 0,2505 2 0,2760 0,2661 0,2527 
3 0,2803 3 0,2733 0,2638 0,2631 
4 0,2754 Média 0,2739 0,2660 0,2560 
5 0,2685 Desvio 0,001826 0,002186 0,006147 
6 0,2620 CV (%) 0,6666 0,8215 2,4013 
Média 0,2670 Repetibilidade + Intermediária 
Desvio 0,01047 Média 0,2657 
CV (%) 3,922 Desvio 0,007377 
 CV (%) 2,7761 
 
e) Reprodutibilidade Interlaboratorial: os resultados obtidos nos ensaios 





Os resultados demonstram concordância dos resultados, entre diferentes 
laboratórios, apresentando CV inferior a 5 %. Desta forma, o método desenvolvido é 
considerado reprodutível.  
 
Tabela 3.9: Resultado das análises Interlaboratoriais. 
Replicata UFPR UFPE UFRGS 
1 0,2453 0,2602 0,2681 
2 0,2673 0,2595 0,2662 
3 0,2655 0,2606 0,2638 
Média 0,2594 0,2601 0,2660 
Desvio 0,0122 0,0005 0,002186 
CV (%) 4,7184 0,2000 0,8215 
Cálculo CV entre os resultados 
Análise Média Desvio CV (%) 
UFPR + UFRGS 0,2627 0,004667 1,7765 
UFPE + UFRGS 0,2631 0,004172 1,5860 
 
f) Exatidão: a realização do teste de recuperação foi feita a partir da preparação 
de uma solução amostra e uma solução da SQR, com concentração em torno de 55 
µg/mL.  
Cinco soluções foram preparadas simultaneamente e foram denominadas 
como segue: 
 
SA = Solução amostra  
SP = Solução Padrão 
SR80 = Solução de recuperação 80% 
SR100 = Solução de recuperação 100% 
SR120 = Solução de recuperação 120%  
 
Após o preparo, as soluções foram injetadas, analisadas e os teores 
recuperados foram calculados e estão descritos na Tabela 3.10. 
Os resultados da etapa de exatidão foram satisfatórios, uma vez que a 
legislação preconiza percentual de recuperação entre 95 – 105 % em relação às 





parâmetros estabelecidos pela legislação vigente, comprovam a exatidão do método 
desenvolvido. 
 
Tabela 3.10: Resultados obtidos na etapa de exatidão - CLAE 






        
SA - 56,02   
SP 55,10     
SR80 44,80 100,7 101,4 
SR100 55,10 112,9 103,3 
SR120 66,12 125,0 104,4 
  Média 103,0 
 
 Desvio 1,528 
  CV (%) 1,484 
 
g) Robustez: foi testada variando-se os seguintes parâmetros: variação do 
fluxo/vazão de fase móvel (± 0,05 mL/min); troca da marca da coluna (Kromasil para 
NST); comprimento de onda da análise dos cromatogramas (± 5 nm);  
Os resultados foram comparados aos de uma análise nas condições normais, 
realizada em paralelo às modificações. Os resultados obtidos estão na Tabela 3.11. 
 
Tabela 3.11: Resultados obtidos na etapa de robustez - CLAE 
Parâmetro Alterado Teor Atropina (%) CV (%)  
Vazão Fase Móvel (+ 0,05 mL/min) 0,2641 3,123 
Vazão Fase Móvel (- 0,05 mL/min) 0,2531 0,1125 
Troca Coluna (NST) 0,2564 1,020 
Comprimento de onda (λ = 205 nm) 0,2516 0,3123 
Comprimento de onda (λ = 215 nm) 0,2498 0,7992 
 
Todos os parâmetros modificados, produziram coeficientes de variação 
menores que 5 % em relação a condição normal de análise. Desta forma, foi possível 
comprovar que o método desenvolvido é robusto. 
 
h) Adequabilidade do Sistema: os resultados obtidos através do monitoramento 





Os parâmetros avaliados apresentam CV (%) inferiores a 5 %, demonstrando 
adequabilidade do sistema para o método analítico validado. 
 








1 – Linearidade Dia 1 7,630 14785,0 1971251 
2 – Linearidade Dia 2 7,643 14601,8 1992226 
3 – Linearidade Dia 3 e Precisão Repetibilidade 7,637 15172,7 1992306 
4 – Precisão Dia 1 7,740 15214,4 1938652 
5 – Precisão Dia 2 7,773 16105,2 1952888 
6 – Precisão Dia 3 e Robustez 7,721 15508,3 1982688 
Média 7,691 15231,2 1971669 
Desvio 0,06159 536,566 21967,78 
CV (%) 0,8008 3,523 1,114 
  
3.4.8 Doseamento das Amostras Comerciais 
 
Os resultados da análise das quatro amostras comerciais estão relacionados 
na Tabela 3.12. 
 
Tabela 3.13: Resultados do doseamento das amostras comerciais 
Replicata AB-01 AB-02 AB-03 AB-04 
1 0,2681  0,2051 0,1556 0,2769 
2 0,2662 0,2100 0,1570 0,2705 
3 0,2638 0,1931 0,1686 0,2702 
Média 0,2660 0,2027 0,1604 0,2726 
Desvio 0,002186 0,008713 0,007150 0,003794 
CV (%) 0,8215 4,2973 4,4572 1,3918 
 
Os resultados demonstram teores variando de 0,16 a 0,27 % de atropina, 








Os métodos relatados utilizando esta técnica demostraram melhores resultados 
para A. belladonna utilizando fase móvel com sias dissolvidos ou sistemas tampão, o 
que por vezes, pode trazer prejuízos ao funcionamento do equipamento, se não forem 
observados os cuidados necessários na troca de sistema de fase móvel. Além disso, 
os melhores resultados para este material vegetal foram relatados para raízes e não 
para as folhas, na maioria dos casos.  
Assim, o método desenvolvido por Cromatografia a Líquido de Alta Eficiência 
se mostrou eficaz para quantificação de atropina em folhas de A. belladonna, uma vez 
que todos os parâmetros da legislação vigente, em relação a validação foram 
atendidos. Foi possível verificar que o método é específico e seletivo, linear, preciso, 
exato e robusto.  
O método de extração utilizando metanol, necessita de uma etapa extra 
(eliminação do solvente em evaporador) em relação àquele desenvolvido por CCDAE, 
porém apresenta facilidade na execução pois não há formação de emulsão que ocorre 
quando a extração é iniciada com ácidos diluídos. 
O método para compor a nova monografia do material vegetal foi escolhida, 
levando em consideração aspectos importantes no Controle de Qualidade como 
facilidade da extração, tempo de execução de uma análise completa e técnica 
analítica mais adequada à realidade na indústria.   
Os ensaios propostos, com os respectivos resultados, para compor a revisão 
da monografia na FB, serão apresentados e discutidos em reunião do Comitê Técnico 
Temático de Farmacognosia da ANVISA, responsável pelas monografias de drogas 



































4. OTIMIZAÇÃO DE EXTRAÇÃO, DESENVOLVIMENTO E VALIDAÇÃO DE 













O texto completo do Capítulo 4, que no texto completo da dissertação defendida 
ocupa o intervalo de páginas compreendido entre as páginas 93-120, foi suprimido 
por tratar-se de manuscrito em preparação para publicação em periódico científico.  
Consta do desenvolvimento e validação de um método para quantificar atropina 
em folhas de A. belladonna utilizando técnica de Cromatografia a Líquido de Ultra 






































































































































































































































































Os diferentes métodos propostos para quantificação de atropina em folhas de 
A. belladonna foram desenvolvidos e validados de acordo com a legislação vigente e 
baseando-se na literatura (publicações mais recentes) e compêndios oficiais. Para os 
três métodos desenvolvidos - CCDAE, CLAE e CLUE - foi possível comprovar os 
parâmetros de validação, e os métodos se mostraram eficazes para o objetivo 
proposto. Foi possível verificar, em todos os casos a Especificidade/Seletividade, 
linearidade, precisão, exatidão e robustez e adequabilidade do sistema.  
 
Cada método foi desenvolvido com as etapas de extração (extrato bruto e 
extrato rico em alcaloides), apresentando particularidades: 
 
- O método utilizado para a extração dos alcaloides para CCDAE, diretamente 
com ácido diluído, apesar de tradicionalmente utilizado, para este caso, apresentou 
formação de emulsão e consequentemente, uma etapa de centrifugação foi 
necessária para uma eficiente separação das fases. A média dos teores de atropina 
encontrada foi de 0,2913 %. 
 
- Na extração utilizada para análise por CLAE esta etapa foi eliminada e 
metanol p.a. foi utilizado. Este método de extração, apesar da necessidade de 
eliminação do solvente antes da extração dos alcaloides, se mostrou mais rápido e 
fácil sem a formação de emulsão do método anterior. A média dos teores de atropina 
encontrada foi de 0,2660 %. 
 
- O método de extração para análise por CLUE foi realizado após delineamento 
experimental por DFF e posterior otimização via DBB. A extração ótima foi obtida e 
validada e apesar de os resultados não produzirem significância estatística adequada 
(indicando necessidade de ajuste no modelo utilizado), foram relevantes para o teor 
de atropina encontrado de 0,3343 % (26 % maior que na análise por CLAE). Esta 
metodologia de extração apresenta certa dificuldade na etapa de evaporação do 
solvente por apresentar teor de água elevado, pois a concentração do metanol na 






- Nas duas primeiras metodologias, a extração dos alcaloides foi realizada por 
ELL, produzindo bons resultados e confirmando ser uma técnica útil e com boa 
reprodutibilidade dos resultados, porém com gasto de solventes e tempo bem 
elevados.  
 
- Para minimizar os fatores negativos da ELL, um método de EFS foi 
desenvolvido com sucesso para as análises do terceiro método e dessa forma o 
processo foi realizado com mais rapidez e economia.  
   
- Da mesma forma, a massa de material vegetal utilizada nos dois últimos 
métodos foi de 1/4 em relação àquela utilizada no primeiro (CCDAE = 1,0 g e CLAE e 
CLUE = 0,25 g) 
 
A metodologia por CLAE foi escolhida para compor a proposta da nova 
monografia do material vegetal, por apresentar as melhores condições, levando em 
consideração aspectos importantes no Controle de Qualidade como facilidade da 
extração, tempo de execução de uma análise completa e técnicas analíticas (de 
extração e análise) mais adequadas e difundidas na realidade da indústria. 
 
Além da quantificação, ensaios para o controle físico-químico das folhas foram 
desenvolvidos e/ou testados e propostos da mesma forma, para compor nova 
monografia do material vegetal: 
 
- A identificação dos principais alcaloides foi possível a partir do 
desenvolvimento de método de identificação por CCD; 
 
- As amostras comercias foram submetidas aos ensaios de Determinação de 
Teor de Matéria Estranha, Cinzas Totais e Água apresentando resultados satisfatórios 
quando comparados aos parâmetros existentes atualmente.    
 
Diferentes teores foram encontrados para as quatro amostras comerciais 
analisadas por CLAE, e apenas a amostra AB-03 apresentou teor bem inferior as 






A análise do extrato otimizado nos diferentes métodos desenvolvidos 
demonstrou que o método por CLAE resulta em maior teor de atropina, o que pode 
ser explicado pela sensibilidade dos mesmos (CLAE 3,75 µg/mL, CLUE 21,88 µg/mL 
e CCDAE 47,36 µg/mL).  
 
Os objetivos deste projeto foram atingidos, com o desenvolvimento e validação 
de três métodos analíticos, além de três diferentes métodos de extração eficientes 
para a quantificação de atropina em folhas de Atropa belladonna L: 
 
- CCDAE como uma técnica inovadora que une identificação e quantificação de 
marcadores químicos em uma única análise; 
 
- CLAE como proposta para uma técnica, já amplamente utilizada na indústria, 
mas ainda não desenvolvida para esta planta em compêndios oficiais; 
 
- CLUE como técnica analítica moderna, com economia, neste caso, 
principalmente de solventes, diminuindo os custos com materiais e reagentes. 
 
- ELL e EFS como métodos de extração de alcaloides mostrando resultados 
eficientes e confiáveis tendo em vista os resultados obtidos nas validações utilizando 
estas técnicas. 
 
Uma metodologia por Cromatografia a Gás com detector de massas (CG/MS) 
foi pensada e iniciada. Entretanto, em testes iniciais foi identificada a degradação da 
atropina em apoatropina, que ocorre pela perda de uma molécula de água na estrutura 
da atropina. Isto, provavelmente se deve ao fato de o método testado (como a maioria 
dos métodos por CG/MS) evoluir em uma rampa de aquecimento com valor máximo 
atingido de 300 °C. Muitos alcaloides são termolábeis (sofrem alterações na sua 
estrutura quando submetidos à temperatura). Dessa forma, esta metodologia não foi 
desenvolvida em sua totalidade. Os cromatogramas e espectros de massas da análise 
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Dados da curva de linearidade da atropina – Dia 3 
µg/mL Área 1 Área2 Área3 Média Desvio CV (%) 
320,4 5022,0 4901,0 5292,8 4961,5 85,56 1,7245 
427,2 6092,2 5972,6 6424,0 6032,4 84,57 1,4019 
534,0 7313,4 7136,4 7739,8 7224,9 125,16 1,7323 
641,0 8143,4 8239,5 8262,3 8215,1 63,103 0,76814 
747,5 9418,5 9491,8 10448 9455,2 51,831 0,54818 
813,5 10139 10012 9048,3 10076 90,156 0,89480 
µg/mL Área 1 Área2 Área3 Média  Desvio CV (%) 
320,4 5797,4 5197,2 5328,9 5263,1 93,126 1,7694 
427,2 6725,9 6703,9 7120,7 6714,9 15,56 0,2317 
534,0 8260,7 7661,7 7292,0 7476,9 261,42 3,4964 
641,0 8602,7 8720,5 8228,0 8661,6 83,30 0,9617 
747,5 9596,0 9449,1 9207,1 9522,6 103,87 1,0908 
813,5 10330 10496 10639 10488 154,60 1,4741 
µg/mL Área 1 Área2 Área3 Média  Desvio CV (%) 
320,4 4303,3 4745,1 4837,2 4791,2 65,125 1,3593 
427,2 6013,5 6216,5 6049,0 6093,0 108,42 1,7794 
534,0 7166,8 7763,7 7581,1 7374,0 292,95 3,9728 
641,0 8216,6 8534,9 8209,6 8320,4 185,82 2,2334 
747,5 8960,4 9180,2 9030,4 9057,0 112,29 1,2398 
813,5 9928 10483 10547 10319 340,77 3,3021 




















Linearidade Atropina - Dia 1





















Linearidade Atropina - Dia 2






































Dados da curva de linearidade da atropina – Dia 1 
 
µg/mL Área 1 Área 2 Área 3 Média Desvio  
CV 
(%) 
50,08 787384 787636 785042 786687 1430,46 0,1818 
75,12 1179669 1188839 1187460 1185323 4944,53 0,4171 
100,2 1574161 1576631 1593046 1581279 10264,80 0,6491 
125,2 1928014 1946928 1935704 1936882 9511,87 0,4911 
150,2 2344894 2337706 2340325 2340975 3637,82 0,1554 
175,3 2703769 2701238 2719256 2708088 9754,50 0,3602 





Dados da curva de linearidade da atropina – Dia 2 
 
µg/mL Área 1 Área 2 Área 3 Média Desvio 
CV 
(%) 
49,84 748862 746252 752509 749208 3142,79 0,4195 
74,76 1177842 1183335 1199086 1186754 11027,05 0,9292 
99,68 1590691 1599044 1608096 1599277 8704,84 0,5443 
124,6 1971251 1992226 1992306 1985261 12133,08 0,6112 
149,5 2317077 2366470 2522880 2402142 107438,84 4,473 
174,4 2736730 2746490 2778621 2753947 21918,46 0,7959 





Dados da curva de linearidade da atropina – Dia 3 
 
µg/mL Área 1 Área 2 Área 3 Média Desvio 
CV 
(%) 
50,08 776150 782028 769728 775969 6152,00 0,7928 
75,12 1187353 1190477 1181663 1186498 4468,82 0,377 
100,2 1583719 1580995 1587737 1584150 3391,63 0,2141 
125,2 1927210 1938652 1957638 1941167 15369,07 0,7917 
150,2 2336511 2316544 2331193 2328083 10340,50 0,4442 
175,3 2689059 2680131 2660567 2676586 14573,11 0,5445 
200,3 3112444 3104109 3091387 3102647 10604,39 0,3418 
 









































































































Dados da curva de linearidade da atropina – Dia 1 
 
(µg/mL) Área 1 Área 2 Área 3 Média Desvio 
CV 
(%) 
38,10 342121 340759 338908 340596 1612,69 0,4735 
76,20 744883 754816 723429 741043 16042,04 2,1648 
114,3 1099028 1106191 1107694 1104304 4630,82 0,4193 
152,4 1541443 1509778 1515188 1522136 16937,46 1,1127 








Dados da curva de linearidade da atropina – Dia 2 
 
(µg/mL) Área 1 Área 2 Área 3 Média Desvio 
CV 
(%) 
38,10 344399 344563 344232 344398 165,50 0,0481 
76,20 749264 767819 745405 754163 11983,09 1,5889 
114,3 1121066 1114659 1115833 1117186 3411,07 0,3053 
152,4 1577824 1585457 1587032 1583438 4924,95 0,3110 








Dados da curva de linearidade da atropina – Dia 3 
 
(µg/mL) Área 1 Área 2 Área 3 Média Desvio 
CV 
(%) 
38,10 339888 342740 347894 343507 4057,78 1,1813 
76,20 749720 737047 745959 744242 6508,63 0,8745 
114,3 1144945 1123863 1122202 1130337 12678,42 1,1216 
152,4 1669450 1665574 1669477 1668167 2245,64 0,1346 
203,2 1955614 1981906 1979949 1972490 14647,48 0,7426 
 












































































APÊNDICE D – CROMATROGRAMAS E ESPECTROS DE MASSAS – CG-EM 
 
